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Referat 
Der Hedgehog Signaltransduktionsweg (HhP) ist in der Embryologie und für die Tumor-
entstehung bedeutsam und kann durch den spezifischen Antagonisten Cyclopamin (Cyc) 
inhibiert werden. Simvastatin (Sim) kann die für den HhP essentielle Cholesterolsynthese 
blockieren. Die therapeutische Unterdrückung des HhP in Kopf-Hals-Plattenepithel-
karzinomen (HNSCC) zu untersuchen erschien nach verschiedenen Literaturhinweisen 
lohnend. In den Experimenten, deren Ergebnisse bereits in Artikeln publiziert wurden, 
konnten antineoplastische Effekte von Cyc bzw. Sim allein und in Kombination mit den 
Leitlinientherapeutika Cisplatin (Cis) oder Docetaxel (DTX) an der epithelialen Zelllinie KB, 
den Kopf-Hals-Zelllinien FaDu und HN-5, sowie an primären HNSCC ex vivo nachgewiesen 
werden. Biopsien von 49 HNSCC wurden im FLAVINO-Assay mit Cyc bzw. Sim in steigenden 
Konzentrationen allein und kombiniert mit Cis oder DTX untersucht. In die Auswertung 
konnten gemäß den Einschlusskriterien (histopathologisch bestätigtes HNSCC und suffiziente 
Koloniebildung im FLAVINO-Assay) 18 HNSCC einbezogen werden. Bei den 
Voruntersuchungen führten sowohl Cyc als auch Sim zu einer signifikanten Zeit- und Dosis-
abhängigen Reduktion der Lebensfähigkeit von KB, FaDu und HN-5. Ebenso unterdrückten 
sowohl Cyc als auch Sim die Koloniebildung epithelialer Zellen im FLAVINO-Assay 
hochsignifikant. Auch tolerierbare Cis- und DTX-Konzentrationen zeigten eine signifikante 
Wachstumshemmung. In der Analyse des Interaktionsmodus wurde in den untersuchten 
Kombinationen (Sim+Cis, Sim+DTX, Cyc+Cis und Cyc+DTX) in allen Fällen Additivität als 
prädominanter Interaktionstyp ermittelt. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen den HhP als 
potentielles Target in HNSCC aus. Potentere und human besser verträgliche HhP-Blocker 
sollten unsere Ergebnisse bestätigen und in klinischen Studien getestet werden. Auch die 
Wirksamkeit von Sim auf HNSCC sollte in prospektiven klinischen Studien weiter analysiert 
und bestätigt werden. Möglicherweise vermag Sim bzw. die HhP-Blockade zukünftig einen 
Beitrag zur Therapie von HNSCC im Rahmen multimodaler Therapiekonzepte zu leisten. 
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1.  Einleitung 
Die Entdeckung des Hedgehog-Signaltransduktionsweg (HhP) war ein Meilenstein in der 
Embryonalforschung. Edward B. Lewis, Christiane Nüsslein-Volhard und Eric F. Wieschaus 
beschrieben in den späten 1970er und frühen 1980er Jahren erstmals die genetischen 
Zusammenhänge des segmentalen Körperaufbaus, die sie bei Untersuchungen der 
Fruchtfliege Drosophila melanogaster nachweisen konnten. Das igelartige Aussehen der 
Fliegenlarven mit mutiertem HhP bewegte sie dazu, dem neu entdeckten 
Signaltransduktionsweg den Namen Hedgehog zu verleihen [1,2]. Für diese grundlegenden 
Erkenntnisse „der genetischen Kontrolle der frühen embryologischen Entwicklung“ erhielten 
sie 1995 den Nobelpreis für Physiologie oder Medizin [3]. Erst später wurde klar, dass der 
HhP auch essentielle Funktionen im adulten Organismus ausfüllt und eine wichtige Rolle in 
der Karzinogenese spielt. 
1.1 Die Funktion des Hedgehog-Signaltransduktionsweges 
Die zentrale Bedeutung des HhP in der Embryologie für die Symmetrie des Körperaufbaus 
beschränkt sich nicht nur auf Drosophila. Eine Fehlregulation im Sinne einer Suppression des 
HhP in Säugetieren und Menschen kann zu Defiziten im segmentalen Körperaufbau, zu 
Holoprosenzephalie und im Extremfall zu Zyklopie führen. In der Mitte des 20. Jahrhunderts 
kam es bei Schafen zu Fehlbildungen im Sinne einer Holoprosenzephalie, nachdem sie 
größere Mengen der Pflanze Veratrum californicum gefressen hatten, die speziell in den 
westlichen Teilen der USA vorkommt. Aus Veratrum californicum wurde bei späteren 
Analysen das natürliche Steroid-Alkaloid Cyclopamin (Cyc) extrahiert, welches sich als 
ursächlich für die Fehlbildungen herausstellte [4]. Auch beim Menschen ist diese Form der 
Fehlbildungen im Sinne einer Holoprosenzephalie beschrieben [5]. Als Ursache konnten 
Gendefekte im HhP nachgewiesen werden [6]. Weiterhin ergibt sich eine Verbindung zum 
Cholesterolstoffwechsel: in schweren Ausprägungen des Smith-Lemli-Opitz-Syndroms, einem 
Defekt der 7-Dehydrocholesterol-Reduktase der Cholesterolsynthese, wurde ebenfalls 
Holoprosenzephalie beobachtet [7].  
Im humanen Organismus werden dem HhP u. a. sieben Proteine zugeschrieben: Sonic 
hedgehog (Shh), Smoothened (Smo), Patched-1 (Ptch1), Patched-2 (Ptch2), und die Familie 
der Glioblastom-Zinkfingerproteine (Gli1, Gli2 und Gli3). Im inaktiven Zustand sind bei 
Abwesenheit von Shh die Membran-gebundenen Ptch-Proteine im Bereich primärer Zilien 
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lokalisiert [8,9]. Ptch sorgt durch eine Effluxpumpe für einen ständigen Abtransport von 
Steroiden aus der Zelle und hält so Oxysterole von Smo fern [10]. Dadurch wird die 
Proteolyse der Gli-Proteine aufrecht erhalten und entsprechend die nukleäre Translokation 
sowie die konsekutive Transkription von Zielgenen verhindert (Abb. 1A). Bei Anwesenheit 
von Shh bindet dies an die extrazelluläre Domäne der Ptch-Proteine und wird in Lysosomen 
internalisiert. So fällt zum einen die Inhibition von Smo weg, das in den Bereich der primären 
Zilien transloziert [8], zum anderen wird der Auswärtstransport von Oxysterolen 
unterbunden [10]. Diese Vorgänge resultieren in einer Aktivierung der zytosolischen Gli-
Proteine, die in den Zellkern translozieren und dort die Transkription von Zielgenen (u. a. 
HhP-Proteine) induzieren (Abb. 1B).  
 
Abb. 1: Funktionsweise des Hedgehog-Signaltransduktionsweges: inaktiver (A) und aktivierter Zustand (B). 
Erklärungen siehe Text. Modifiziert nach [8,10]. 
Im adulten Organismus übt der HhP eine physiologische Funktion mit weitgehend geringer 
Aktivität aus und hat vor allem Bedeutung in der Geweberegeneration [11,12], die 
hauptsächlich durch Stammzellen und Vorläuferzellen reguliert wird [13–15]. Als weitere 
Funktion wird die Kontrolle des Zellzyklus beschrieben [13,16,17].  
Die Verbindung des HhP mit der Cholesterolsynthese und deren Derivaten könnte darin 
begründet sein, dass Oxysterole, welche Derivate des Cholesterols sind, die Sterol-abhängige 
Aktivierung von Smo unterbinden können. Dieser Effekt kann zum einen durch den Ptch-
vermittelten Sterol-Efflux generiert werden, zum anderen kann durch eine Statin-induzierte 
Inhibition der Cholesterolsynthese die Oxysterolproduktion nachfolgend unterbunden 
werden, was zu ähnlichen Effekten führt. Dies kann eine Erklärung für eine Statin-induzierte 
Inhibition des HhP sein [10]. Als weitere Effekte bezüglich des Cholesterolstoffwechsels auf 
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den HhP konnte nachgewiesen werden, dass die Proteine des HhP Cholesterol und dessen 
Metaboliten als Strukturbausteine benötigen. Im Zuge der Maturation wird beispielsweise 
Cholesterol an der Carboxy-terminalen Domäne des Shh-Proteins kovalent gebunden [18]. 
Weiterhin ist die N-terminale Palmitylierung (Palmityl ist neben Cholesterol Produkt des 
Mevalonat-Syntheseweges) der HhP-Proteine bedeutend für die Aktivität des Signalweges 
[19].  
1.2 Der Hedgehog-Signaltransduktionsweg in Kopf-Hals-Tumoren 
Eine Überexpression des HhP wurde in vielen humanen Tumorentitäten nachgewiesen. Dazu 
gehören u. a. Pankreaskarzinome [20,21], Bronchialkarzinome [22], Adenokarzinome des 
Magens [23], gastrointestinale Tumoren [24], Hauttumoren [25] und Prostatakarzinome 
[12]. Pathogenetisch ist der Zusammenhang zwischen Dysregulation und Patienten mit 
Gorlin-Goltz-Syndrom nachgewiesen, die eine hohe Inzidenz von Basalzellkarzinomen (BCC), 
Medulloblastomen und Rhabdomyosarkomen aufweisen [26,27]. 
In Hauttumoren des Kopf-Hals-Bereiches wurde die Expression von Komponenten des HhP 
durch Schneider et al. (2011) erstmals beschrieben, allerdings war Ptch2 nicht mit in die 
Analyse einbezogen worden. Dabei korrelierte eine starke Expression von Shh mit einem 
schlechten Gesamtüberleben [28]. Bei der Analyse oraler Plattenepithelkarzinome wurde die 
Expression von Shh, Ptch1 und Gli1 bestätigt und die Korrelation von Gli1, sowie Ptch1 mit 
einer schlechten Prognose postuliert [29]. Chung et al. (2011) beschrieben den 
Zusammenhang der Überexpression von Gli1 mit Prognose, TNM-Stadium und 
Allgemeinzustand bei 339 primär bestrahlten Patienten mit Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomen (HNSCC), sowie den Einfluss einer Ko-Expression von Gli1 mit 
EGFR auf die Prognose. Die Expression von Gli1 wurde als Prognosefaktor postuliert und als 
Marker vorgeschlagen [30]. In unserer Arbeitsgruppe wurde unter wesentlicher Beteiligung 
des Autors quantitativ gezeigt, dass die sieben HhP-Proteine in HNSCC exprimiert und 
insbesondere die Smo-abhängigen Transkriptionsfaktoren Gli1 und Gli2 überexprimiert 
werden. Eine gesteigerte Expression der HhP-Proteine ließ sich insbesondere an der 
Invasionsfront des Tumors nachweisen (s. Abb. 2). Im Vergleich zur Kontrolle gesunder 
Mukosa waren besonders Gli1 (zehnfach), Gli2 (sechsfach) und Shh (fünffach) 
überexprimiert [31]. Gli1 zeigte übereinstimmend eine starke Überexpression in 
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs [32]. 
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Abb. 2: Nachweis der Expression der Proteine des Hedgehog-Signaltransduktionsweges durch spezifische 
Antikörper gegen Patched-1 (A), Patched-2 (B), Smoothened (C), Sonic Hedgehog (D), Gli1 (E), Gli2 (F) und Gli3 
(G) mit Alexa-568-Sekundär-Antikörper (rote Fluoreszenz) und Färbung der epithelialen Zellen mittels Pan-
Zytokin-Antikörper und Alexa-488-Sekundär-Antikörper (grüne Fluoreszenz). Kontrolle gesunder Mukosa mit 
positiver Pan-Zytokin-Färbung und negativer Gli1-Färbung (H). Konfokale Laserscanmikroskopie. 
Zahlreiche Antagonisten des HhP waren bzw. sind Gegenstand von Studien und beziehen 
sich hauptsächlich auf die Inhibition von drei Zielstrukturen: Shh (Robotnikinin), Smo (u. a. 
Cyclopamin, IPI-926, GDC-0449, LDE-225) sowie Gli (HPI-1, HPI-2, GANT-56, GANT-61) [33]. 
Vismodegib (GDC-0449) hat in einer Phase-II-Studie ein Therapieansprechen von 43 % bei 
sehr weit fortgeschrittenen BCC gezeigt und kürzlich die Marktzulassung erhalten [34]. Für 
eine Anwendung von Vismodegib bei Patienten mit HNSCC fehlen gegenwärtig sowohl 
präklinische als auch klinische Daten.  
1.3  Kopf-Hals-Tumoren 
Kopf-Hals-Tumoren umfassen in Bezug auf molekularbiologische und pathologische 
Parameter, sowie auf das Therapieansprechen eine heterogene Gruppe von Malignomen des 
oberen Aerodigestivtraktes in den Lokalisationen Lippen und Mundhöhle, Pharynx, Larynx, 
Nasenhöhle und Nasennebenhöhlen, sowie den Kopfspeicheldrüsen. In der Mehrzahl 
(> 90 %) handelt es sich um eine maligne Transformation epithelialer Gewebe 
(Plattenepithelkarzinome (PEC), head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC)) [35]. 
Letztgenannte waren die Basis der vorliegenden Analysen. Kopf-Hals-Tumoren sind gemäß 
der IARC (International Agency for Research on Cancer) der Weltgesundheitsorganisation 
(WHO) eine häufige und im Allgemeinen prognostisch ungünstige Krebserkrankung [36] mit 
einer 5-Jahres-Überlebensrate von ca. 42 % [37]. Das Robert-Koch-Institut hat in 
Deutschland eine absolute 5-Jahres-Überlebensrate von 44 % für Männer und 55 % für 
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Frauen mit Mundhöhlen- und Pharynxkarzinomen, sowie 58 % bzw. 59 % bei 
Larynxkarzinomen in 2009/2010 ermittelt [38]. Trotz verbesserter Therapiestandards in 
Bezug auf operative Tumorresektion, Strahlen- und Chemotherapie ließ sich das 
Langzeitüberleben aller HNSCC-Patienten in den vergangenen Jahrzehnten nicht signifikant 
verbessern [39]. In Subgruppenanalysen konnte jedoch ein signifikant verbessertes 5-
Jahresüberleben u. a. für Tonsillen- und Zungenkarzinome nachgewiesen werden [40]. 
1.3.1 Ätiologie und Pathogenese von Kopf-Hals-Tumoren 
Für Kopf-Hals-Malignome sind verschiedene Risikofaktoren identifiziert worden. Als 
Hauptrisikofaktoren gelten unabhängig voneinander Tabakrauchen und Alkoholabusus, die 
in Kombination synergistisch das Karzinomrisiko erhöhen [41–42]. Besondere Bedeutung in 
der Kanzerogenese der HNSCC hat die Infektion mit humanen Papillomaviren (HPV) [43]. 
Karzinomassoziiert sind primär die Hochrisiko-Subtypen 16 (86,7 % aller HPV-positiven 
HNSCC), 18 und 33. Von den ca. 22 % HPV-positiven HNSCC ist der größte Anteil im 
Oropharynx lokalisiert. Der Surrogatmarker p16 ist mit der HPV-Infektion assoziiert und 
dient auch als prognostischer Parameter für das Therapieansprechen und Langzeitüberleben 
[44]. Insgesamt haben Patienten mit positivem HPV-Status ein besseres Therapieansprechen 
und eine bessere Prognose, als diejenigen mit HPV-negativen HNSCC [45]. Die 
Zusammenhänge von HPV mit dem HhP wurden zuerst in Zervixkarzinomzelllinien unter-
sucht. Es zeigte sich, dass HhP-aktivierende Mutationen insbesondere in HPV-infizierten und 
so immortalisierten Zellen selektioniert waren [46]. Bei den Kopf-Hals-Karzinomen sind es 
tendenziell die HPV-negativen HNSCC, die eine Überexpression des HhP aufweisen [32]. 
1.3.2 Therapiestandards von Kopf-Hals-Tumoren 
Gegenwärtig sind die Therapiemöglichkeiten (noch) nicht von tumorbiologischen 
Parametern bzw. der A-priori-Bestimmung dieser Parameter beeinflusst – zumindest was die 
leitliniengerechte Therapie von HNSCC angeht. Daher soll im Folgenden kurz auf die 
aktuellen Therapiestandards eingegangen werden. 
Die Klassifikation der Tumorausbreitung erfolgt nach lokaler Tumorausbreitung des 
Primärtumors, lokoregionärem Nodalstatus und Fernmetastasierung (TNM) [47]. Dieses 
Staging erfolgt in erster Linie klinisch und anhand radiologischer sowie ggf. 
nuklearmedizinischer Diagnostik und führt zu einer Stadieneinteilung nach der union 
internationale contre le cancer (UICC), welche mit der Prognose korreliert und somit die 
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Therapie beeinflusst. In Bezug auf die Therapie von HNSCC existieren die international 
anerkannten Leitlinien Head and Neck Cancers des National Comprehensive Cancer Network 
(NCCN) in der Version 2.2011 [48]. In Europa hat die European Society of Medical Oncology 
(ESMO) ebenfalls Leitlinien herausgegeben [49]. 
Aktuell gewinnt die für den individuellen Patienten und seinen Tumor bestmöglich passende 
Therapie, die auf die Inhibition der aberrant exprimiert oder aktivierten Signalwege des 
Tumors abzielt (targeted therapy), zunehmend an Bedeutung. Grundlage dieses Konzeptes 
ist der spezifische Antagonismus dysregulierter und überexprimierter Zielstrukturen in der 
Tumorzelle. Auch in HNSCC sind therapeutische Zielstrukturen definiert: die Familie der 
epidermal growth factor Rezeptoren (EGFR, vascular endothelial growth factor und dessen 
Rezeptoren (VEGF(R)), platelet-derived growth factor Rezeptoren (PRGFR) und abhängige 
Signalwege, der Phosphatidylinositol-3-Kinase-Signalweg (PI3K) und viele weitere [50,51]. Als 
Beispiel zielgerichteter Therapeutika hat der monoklonale EGFR-Antikörper Cetuximab die 
Zulassung für die Therapie von lokal fortgeschrittenen HNSCC in Kombination mit Radio-
therapie [52] oder bei rezidivierenden oder metastasierten HNSCC [53] erhalten. Weitere 
EGFR-Antagonisten werden gegenwärtig in klinischen Studien bei HNSCC erprobt (z. B. 
Tyrosinkinase-Inhibitoren wie Lapatinib, Gefitinib, Erlotinib, Afatinib oder der monoklonale 
Antikörper Panitumumab). Neben der zielgerichteten Therapie des EGFR-Signalweges sind 
weitere neue Medikamente gegenwärtig Gegenstand von klinischen Studien (z.B. VEGFR-
Antagonisten Bevazizumab, Sorafenib, Vandetanib oder PI3K/mTOR-Inhibitoren Sirolimus, 
Temsirolimus) [54,55]. Möglicherweise werden zukünftig auch Proteine des HhP einen 
Angriffspunkt in der zielgerichteten Therapie von HNSCC bieten, sofern eine relevante 
Aberration des HhP vorliegt, die einer therapeutischen Intervention zugänglich ist. 
1.4 Testung der Chemoresponsivität in Kopf-Hals-Tumoren 
Zur weiteren Analyse des HhP in HNSCC wurde nach einem geeigneten Modell gesucht, um 
verschiedene Substanzen zu testen, die mit Effekten auf den HhP in Verbindung gebracht 
werden. Es existieren verschiedene Methoden zur prädiktiven Bestimmung des 
Therapieansprechens auf Substanzen (Chemoresponsetestung). Weit verbreitet ist die 
Untersuchung von Zelllinien in vitro, die im Allgemeinen sehr gut praktikabel und durch das 
Hervorgehen aus einem Zellklon auch reproduzierbar ist. Dies wirft jedoch auch Fragen auf, 
inwiefern beispielsweise diese homogenen Zelllinien tatsächlich die Wirkung in vivo abbilden 
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können. Der FLAVINO-Assay stellt ein geeignetes Ex-vivo-Analysemodell dar, um einige der 
bisherigen Limitationen zu überwinden [56–58]. Naturgemäß lässt sich so nicht die Situation 
in vivo mit Einbeziehung der Mikroumgebung darstellen, wie beispielsweise in einem 
Xenograft-Modell, allerdings lassen sich analytische Aussagen nach wenigen Tagen treffen. 
Im FLAVINO-Assay werden primäre Zellen nach intraoperativer Probengewinnung verwendet 
(Abb. 3A) und der Gewebsverband schonend mittels Kollagenase Typ IV enzymatisch gelöst. 
Weiterhin ist die Verwendung Flavin-armer Medien unter Zusatz von Nystatin, Amikacin, 
Penicillin und Streptomycin postuliert. Es ist nur monochromatisches Licht mit einer 
definierten Wellenlänge (λ = 589 nm) zugelassen. Die Auswertung mittels 
Immunfluoreszenzmikroskopie nach Färbung mit Pan-Zytokeratin-Antikörper und Cy2-
Sekundärantikörper erleichtert die Differenzierung von epithelialen Zellen und Fibroblasten 
und führt so zu einer Fehlerreduktion (Abb. 3B). Parallel erfolgt eine Qualitätskontrolle der 
eingesetzten Substanzkonzentrationen mittels KB-Test (Abb. 3C). Der FLAVINO-Assay erlaubt 
eine kurzfristige Auswertung nach durchschnittlich drei Tagen Inkubation und eröffnet so 
Möglichkeiten für einen prätherapeutischen diagnostischen Einsatz.  
 
Abb. 3: Resektionspräparat eines Oropharynxkarzinoms (Zungengrund) ex vivo auf Kork mit 
Fadenmarkierung der Entnahmestelle für das Labor (A). Epitheliale, Zytokeratin-positive Kolonien 
nach dreitägiger Kultur in der Immunfluoreszenzmikroskopie nach FLAVINO-Protokoll (Vergrößerung 
200-fach, B). KB-Zellen in Kultur (Durchlichtmikroskopie, Vergrößerung 400-fach, C). 
Gegenwärtig wird eine Evaluation der Korrelation der Ex-vivo-Daten mit dem klinischen 
Ansprechen der Tumoren durchgeführt, um die Prädiktionsgenauigkeit zu ermitteln und so 
die zu erwartende Chemotherapieeffektivität diagnostisch abschätzen zu können. 
1.5 Verwendete Substanzen 
Wie unter Punkt 1.2 erwähnt wirkt Cyc als direkter Inhibitor des HhP-Proteins Smo. So lag es 
nahe, zuerst die Wirkung des Cyc auf HNSCC zu erforschen. Durch die weitere 
Literaturrecherche bot es sich an, die Statine mit in die Chemoresponsetestung 
A C B 
11 
 
einzubeziehen. Die Analyse der beiden Substanzen wurde erweitert durch die binäre 
Kombination mit den Leitlinientherapeutika Cis bzw. DTX. Für die Untersuchung der 
Interaktionsmodi von Cyc bzw. Sim mit den Leitlinientherapeutika bot es sich an, den 
Interaktions-Quotienten q entsprechend dem Modell der unabhängigen Wirkung zweier 
Pharmaka in binärer Kombination zu kalkulieren, sowie deren Bewertung entsprechend den 
von Jin publizierten Intervallgrenzen vorzunehmen [59]. Diese erlaubt als einfache und 
vielseitige Analysemethode zuverlässige Aussagen über die Interaktion, obwohl 
beispielsweise der genaue Interaktionsmechanismus nicht bekannt ist. Dies ist ein 
problematischer Nachteil anderer Anlaysemethoden des Interaktionsmodus, die detailliertes 
Wissen um die Interaktionsmechanismen voraussetzen, was nach gegenwärtigem 
Kenntnisstand nicht vollständig geklärt ist [58, vgl. 2.1].  
1.5.1 Cyclopamin 
Der direkte HhP-Inhibitor Cyc wurde aus den getrockneten Wurzeln von Veratrum 
californicum extrahiert. Später wurden verschiedene Derivate synthetisch hergestellt. Neben 
einer schlechten oralen Bioverfügbarkeit und suboptimaler Pharmakokinetik hat Cyc auch 
eine vergleichsweise geringe Affinität zum Smo-Protein und eine geringe metabolische 
Stabilität [60]. Cyc induziert durch Bindung an das Protein Smoothened (Smo) eine 
Konformationsänderung und sorgt so für eine Blockade des HhP im aktivierten Zustand (bei 
extrazellulär gebundenem Shh) [19]. Bei Hühnerembryos unterbrach Cyc die HhP-abhängige 
Ausbildung des segmentalen Körperaufbaus [61]. Antineoplastische Effekte von Cyc konnten 
bei vielen Tumorentitäten vor allem in vitro nachgewiesen werden (vgl. 2.1). Die Effekte 
onkogener Mutationen des HhP waren durch Cyc in vitro reversibel [62]. Allerdings lässt das 
ausgeprägte toxische Potential und die vergleichsweise geringe Wirkung von Cyc eine 
Anwendung am Menschen in tolerablen Dosen nicht zu. Es existiert jedoch eine Vielzahl von 
Derivaten von Cyc, von denen die meisten aufgrund von Toxizität eine klinische Anwendung 
nicht erlauben [33]. Gegenwärtig befinden sich neben dem bereits beschriebenen 
Vismodegib (GDC-0449) weitere synthetische Derivate des Cyc – allesamt Inhibitoren des 
Smo-Proteins – in klinischer Entwicklung, wie z.B. NVP-LDE225 und PF-0449913 [63]. 
1.5.2 Simvastatin 
Simvastatin (Sim) ist ein synthetisches Derivat (MK-733) des Saprophyten Aspergillus terreus 
und gehört zur Gruppe der Statine. Diese hemmen die 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-
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Coenzym A-Reduktase (HMGCR), die die geschwindigkeitslimitierende Reaktion des 
Mevalonatsyntheseweges katalysiert [64] und bewirken so eine Inhibition der endogenen 
Biosynthese von Isoprenoiden und konsekutiv von Cholesterol [65]. Folglich wird die 
Synthese von Produkten der Isoprenoide unterdrückt, die für die Bildung von 
Zellmembranen, Verankerung von Proteinen und zelluläre Signaltransduktion essentiell sind 
[66,67]. Ursprünglich wurden die Statine entwickelt, um das kardiovaskuläre Risiko durch 
Hypercholesterinämie zu senken. Dieser Effekt konnte in vielen großen randomisierten 
kontrollierten epidemiologischen Studien durch eine Senkung der Mortalität von Patienten 
mit kardiovaskulären Risikofaktoren nachgewiesen werden [68–70]. Statine steigern 
außerdem die Wiederaufnahme von Low-density-Lipoproteinen (LDL) in die Hepatozyten als 
Reaktion auf die inhibierte endogene Cholesterolsynthese durch Erhöhung der LDL-
Rezeptoren, die eine Reduktion von plasmatischem LDL induziert. Das lipophile Sim besitzt 
eine kurze Eliminationshalbwertszeit von 1 bis 3 Stunden und eine geringe Bioverfügbarkeit 
von maximal 5 %. Dies resultiert aus einer effizienten first-pass Exkretion in der Leber, in der 
es durch Zytochrom P450 3A4 metabolisiert wird [71].  
Viele Studien schreiben den Statinen aber auch antikanzerogene Eigenschaften zu, die durch 
ihre pleiotropen molekularen Effekte vermittelt werden [72]. Diese Effekte reichen von 
antiproliferativen, proapoptotischen über differenzierende und antiinvasive bis hin zu 
radiosensibilisierenden Eigenschaften [73–75]. Über die genaue Funktionsweise 
antineoplastischer Effekte der Statine besteht eine kontroverse Diskussion. Es ist 
wahrscheinlich, dass die Statin-vermittelte Wirkung auf Tumorwachstum und –Entwicklung 
auf verschiedenen Mechanismen beruht. So wird vermutet, dass Statine auf Teile der Ras-
Superfamilie wirken und beispielsweise Lovastatin die Überexpression des 
Zytoskelettregulators RhoA in HNSCC- und Zervixkarzinomzellen inhibiert und Apoptose 
induziert, was aber durch Zugabe von Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP), einem Produkt 
des Mevalonatbiosyntheseweges, umkehrbar war [76]. Sim unterdrückte weiterhin die 
Angiogenese von humanen mikrovaskulären Endothelzellen durch Inhibition der 
Geranylgeranylierung und Membrantranslokation von RhoA [77]. Dagegen wurde durch 
Statine die Ras-Aktivität, die von Farnesylierung abhängig ist, im Gegensatz zu der von 
Geranylgeranylierung abhängigen, vermindert. In diesem Zusammenhang zeigte sich auch 
eine gesteigerte Expression der proapoptotischen B-Zelllymphom-Proteine Bax und Bad [78]. 
Dagegen wurde die Expression der antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und BclXL durch Sim 
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herunter reguliert, stattdessen aber die proapoptotische Caspase-3 überaktiviert [79,80]. 
Ebenso erhöhten lipophile Statine die Aktivität von Caspase-8 und -9 und führten zur 
Spaltung des DNA-Reparaturenzyms PARP [81]. Auch die Aktivierung der extrazellulären 
Signal-regulierten Kinase (ERK) und Proteinkinase B (Akt) wurden durch Statine unterdrückt 
[78,80]. Takeda et al. (2007) vermuteten einen Zusammenhang des antiproliferativen Effekts 
mit einem Zellzyklusarrest und beobachteten eine gesteigerte Expression von p21, p27, 
aktivierter Caspase-3, wohingegen auch hier die phosphorylierte ERK, sowie das 
Adhäsionsmolekül β1-Integrin durch Sim herunter reguliert waren [82]. Statine beeinflussten 
außerdem den Aufbau der Zellmembran in Krebszellen und führten zu einer verstärkten 
Integration so genannter Lipid rafts in die Zellmembran, die eine therapeutische Modulation 
zulassen könnten [83]. In einem Übersichtsartikel beschreiben Clendening und Penn (2012) 
ausführlich verschiedene Mechanismen der Wirkung von Statinen auf den 
Tumorzellmetabolismus. Sie zeigen, dass Statine neben den o. g. Effekten einen sterol 
regulatory element-bindingprotein (SREBP) vermittelten antikanzerogenen Effekt, sowie 
einen G1-Arrest verursachen können. Weiterhin werden immunmodulatorische Wirkungen 
und eine Hochregulierung der Gene des Lipidmetabolismus in Krebszellen beschrieben [75]. 
Die publizierten experimentellen und klinischen Daten bezüglich antineoplastischer Effekte 
der Statine zeigen sich kontrovers [84]. Kürzlich veröffentlichten Nielsen et al. Daten über 
eine signifikante Statin-assoziierte Reduktion der Mortalität unter allen zwischen 1995 und 
2007 neu diagnostizierten Krebsfällen der dänischen Bevölkerung. In einer 
Subgruppenanalyse konnte speziell für Pharynx- und Larynxkarzinome eine starke 
Risikoreduktion bei Patienten mit Statineinnahme nachgewiesen werden [85]. Allerdings 
konnte in anderen Metaanalysen kein Effekt von Statinen auf Malignome nachgewiesen 
werden [86], so dass ein healthy user bias nicht ausgeschlossen werden kann. Die 
Kombination von Statinen mit konventionellen antineoplastischen Therapeutika zeigte 
potenzierende Effekte bei Melanomen [83,87], Mammakarzinomen [88], gastrointestinalen 
Karzinomen [89], sowie gynäkologischen Tumoren [81]. Ein belastbarer Nachweis des Statin-
Effekts auf HNSCC ex vivo oder der kombinierte Effekt mit den Leitlinienkonformen 
Chemotherapeutika Cis oder DTX sind nach bestem Wissen des Autors ausstehend. Ebenso 





Die Wirkungsweise des Leitlinientherapeutikums Cisplatin (Cis) beruht auf der Interaktion 
mit der DNA über Platin-DNA-Bindungen. Diese bilden sich zwischen dem zweiwertigen 
Platinatom des cis-Diamminedichloroplatinum(II)-Chelatkomplexes (cis-DDP) und den N7-
Atomen der Nukleinbasen Guanin und Adenin innerhalb eines (intrastrand-crosslinking) oder 
zwischen zwei approximierten DNA-Strängen (interstrand-crosslinking) aus. Die Interaktion 
ist allerdings nicht auf die DNA beschränkt, sondern auch mit anderen zellulären 
nukleophilen Partikeln möglich [90,91]. Diese Addukte können durch einen 
Replikationsabbruch zu einer Unterdrückung der Zellproliferation und bei fehlender 
Reparatur oder Toleranz des Defekts zum Zelltod führen [92]. Dies führt meist zu dem 
gewünschten tumorsuppressiven Effekt, aber auch zu unerwünschten 
Therapienebenwirkungen, da alle schnell proliferierenden Gewebe (z. B. Knochenmark, 
Haut, Schleimhäute) ebenso betroffen sind. Neben gastrointestinalen und myelodepressiven 
Symptomen sind aber auch Neuro-, Nephro- und Ototoxizität bekannt. Cis ist anerkanntes 
Standardtherapeutikum in der alleinigen oder kombinierten systemischen Primärtherapie 
mit Radiatio [93], in der Induktionstherapie in Kombination mit Docetaxel und 5-Fluoruracil 
(5-FU) [94], in der adjuvanten Therapie bei Hochrisikopatienten [95] und der kombinierten 
Therapie von rezidivierten oder metastasierten HNSCC beispielsweise mit 5-Fluorurazil [96] 
oder Cetuximab [53]. Dabei zeigte sich annähernd durchgehend, dass zwar ein verbessertes 
Therapieansprechen erreicht werden konnte, sich aber keine signifikanten Effekte bezüglich 
des Gesamtüberlebens zeigten. 
1.5.4 Docetaxel 
Docetaxel (DTX) gehört in die Gruppe der Taxane. Die hydrophobe Substanz wurde 
halbsynthetisch aus 10-Deazetylbaccatin-III generiert, welches in den Nadeln des 
europäischen Eibe (Taxus baccata) isoliert wurde [97]. Die Taxane binden an das 
polymerisierte Tubulin und verhindern den Abbau des aus α- und β-Tubulin bestehenden 
Spindelapparates. Dies führt zu dessen Dysfunktion in der Mitose mit der Konsequenz, dass 
die DNA nicht adäquat verteilt werden kann. Die Störung der Mitose mündet durch 
Hemmung der Zellteilung im Zelltod [98]. Der Wirksamkeitsnachweis von Docetaxel (DTX) 
bei Patienten mit fortgeschrittenen HNSCC gelang bereits in den 90er Jahren [99] Allerdings 
zeigte sich in einer Phase III-Studie mit Paclitaxel in Kombination mit Cisplatin im Vergleich 
zu 5-FU kombiniert mit Cisplatin keine signifikante Verbesserung des Gesamtüberlebens 
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[100]. Bernier beschreibt in seinem Review jedoch, dass Patienten mit fortgeschrittenem 
HNSCC im Rahmen einer Induktion mit DTX, Cis und 5-FU ein signifikant besseres Überleben 
gegenüber der Kontrolle ohne DTX zeigten [101]. Gegenwärtig prüft die CeFCiD-Studie DTX 
als Vierfachkombination mit Cis, 5-FU und Cetuximab gegenüber der Dreifachkombination 
ohne DTX im Hinblick auf einen Überlebensvorteil bei Patienten im palliativen 
Krankheitsstadium [EudraCT-Nummer: 2008-006923-30]. 
1.6 Bearbeitete Fragestellungen 
In der vorliegenden Dissertation wurden die folgenden Fragen bearbeitet.  
Können mit Fallzahlen n > 15 statistisch signifikante und sichere Aussagen über die 
Effektivität der analysierten Substanzen und Substanzkombinationen auf primäre Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinome ex vivo unter Verwendung des FLAVINO-Assays getroffen werden?  
Hemmt Cyclopamin als spezifischer Antagonist des Hedgehog-Signaltransduktionsweges 
sowohl das Wachstum von KB-Zellen in vitro, als auch die Koloniebildung von primären Kopf-
Hals-Plattenepithelkarzinomzellen ex vivo im FLAVINO-Assay? 
Welchen Einfluss hat Cyclopamin in Kombination mit den Leitlinientherapeutika Cisplatin 
bzw. Docetaxel auf die Koloniebildung von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches im FLAVINO-Assay? 
Lässt sich die Tumor-suppressive Wirkung einer Cholesterolsynthese-Inhibition durch 
Simvastatin sowohl an der Zelllinien KB, FaDu und HN-5 in vitro, als auch an der 
Koloniebildung von primären Plattenepithelkarzinomzellen des Kopf-Hals-Bereiches ex vivo 
im FLAVINO-Assay nachweisen (Hinweise eines Wirkungszusammenhanges der 
Cholesterolsynthese mit dem Hedgehog Signaltransduktionsweg werden diskutiert)?  
Wie interagieren Cisplatin bzw. Docetaxel in Kombination mit Simvastatin in Bezug auf die 
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Der Hedgehog Signaltransduktionsweg (HhP) wurde in den 1980er Jahren von den 
Nobelpreisträgern Nüsslein-Volhard und Wischhaus in der Fruchtfliege Drosophila 
melanogaster entdeckt. Neben einer großen Bedeutung in der Embryologie (z.B. für den 
segmentalen Körperaufbau) beeinflusst der HhP im adulten Organismus die 
Geweberegeneration und die Kontrolle des Zellzyklus. In vielen humanen Tumorentitäten 
wurde die Überexpression von Proteinen des HhP nachgewiesen, so dass eine 
Überaktivierung bzw. Mutation des HhP im Menschen mit Karzinogenese assoziiert wird 
(u. a. Magen-, Pankreas-, Mamma-, Prostata-, Basalzellkarzinom). Auch in 
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches (HNSCC) konnte unter wesentlicher 
Beteiligung des Autors eine Überexpression der HhP-Proteine (Sonic hedgehog (Shh), 
Smoothened (Smo), Patched-1 (Ptch1), Patched-2 (Ptch2), Gli1, Gli2 und Gli3) nachgewiesen 
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werden. Weiterhin wurde durch uns quantitativ gezeigt, dass insbesondere die Smo-
abhängigen Transkriptionsfaktoren Gli1 und Gli2 überexprimiert werden [31]. Verschiedene 
HhP-Antagonisten sind präklinisch und klinisch getestet worden. Der HhP-Inhibitor 
Vismodegib hat erst kürzlich die Zulassung für die Therapie von fortgeschrittenen 
Basalzellkarzinomen erhalten. Das aus der Pflanze Veratrum californicum gewonnene 
natürliche Alkaloid Cyclopamin (Cyc) führt durch eine Blockade des membrangebundenen 
Proteins Smo zu einer direkten Inhibition des HhP. Cyc besitzt hohes teratogenes Potential 
und kann zu Holoprosenzephalie führen. Aufgrund der hohen Toxizität kommt es für die 
direkte klinische Anwendung nicht in Frage.  
Der Cholesterolsenker Simvastatin (Sim) blockiert den für den HhP essentiellen Mevalonat-
Syntheseweg durch irreversible Hemmung der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A-
Reduktase (HMGCR). So wird auch die Produktion der für die Proteine des HhP essentiellen 
Bausteine wie Isoprenoide und Cholesterol unterdrückt. Weiterhin wird eine Dysregulation 
der HMGCR und des Mevalonat-Biosyntheseweges in einer Reihe von Tumoren beschrieben, 
so dass sie Bestandteil einer globalen metabolischen Transformation von Tumorzellen sein 
könnten [75]. Die Cholesterol-abhängige Produktion von Oxysterolen wird so ebenfalls 
inhibiert, die für eine physiologische Aktivität des HhP essentiell sind [10]. Auch wurden bei 
Statinen vergleichbare Nebenwirkungen wie bei Cyc in der Literatur beschrieben [5]. 
Zahlreiche In-vitro-Studien zeigen einen antineoplastischen Effekt von Sim u. a. bei HNSCC-
Zelllinien [82]. In einer großen epidemiologischen Analyse führte die Einnahme von Statinen 
zu einer niedrigeren karzinomassoziierten Mortalität (Hazard Ratio 0,85; 95 %-
Konfidenzintervall 0,82-0,87) mit den größten Effekten bei HNSCC-Patienten [85].  
Im Rahmen dieser Dissertation wurden die Effekte von Cyc bzw. Sim allein und in 
Kombination mit den Leitlinien-Therapeutika Cisplatin (Cis) oder Docetaxel (DTX) auf die 
epitheliale Zelllinie KB, sowie an primären HNSCC ex vivo analysiert. Zusätzlich wurden 
Verdünnungsreihen von Sim allein und kombiniert mit Cis auf die HNSCC-Zelllinien FaDu und 
HN-5 getestet. Die Lebensfähigkeit der Zelllinie KB wurde nach drei und sechs Tagen und von 
HN-5 nach drei Tagen im 3-(4,5-Dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid-Assay 
(MTT) untersucht. Die Zelllinie FaDu wurde nach dreitägiger Inkubation im MTT und im 
Bromdesoxyuridin-Inkorporationsassay (BrdU) ausgewertet. Zur Evaluation der Effekte auf 
primäre HNSCC wurden Tumorbiopsien von 49 Patienten mit HNSCC intraoperativ 
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gewonnen. Nach Kollagenasedigestion erfolgte die Inkubation von 2,0 mg (Median) HNSCC-
Verdau pro Kavität unter Flavin-schützenden Bedingungen (FLAVINO-Assay, [56]) mit Cyc 
(Konzentration 5; 50; 500 und 5000 nM) bzw. Sim (Konzentration 0,15; 0,5; 1,5 und 5 µM) 
allein und in Kombination mit Cis (Konzentration 1667; 3333 und 6667 nM) oder DTX 
(Konzentration 137,5; 275; 550 nM) für durchschnittlich drei Tage unter 
Standardbedingungen (wasserdampfgesättigte Luft; 36,5 °C; 3,5 % CO2). Nach 
Ethanolfixierung wurden die viablen epithelialen Zellen mittels Pan-Zytokeratin-Antikörper 
immunfluoreszenzmarkiert. Anschließend folgte die Auswertung durch Zählung der 
gebildeten Zytokeratin-positiven, epithelialen Kolonien durch 
Immunfluoreszenzmikroskopie. Die Einschlusskriterien eines histopathologisch bestätigten 
HNSCC, sowie eine suffiziente Koloniebildung im FLAVINO-Assay (mindestens vier Kolonien, 
bestehend aus mindestens drei vitalen Zellen in den Kontrollkavitäten) wurden von jeweils 
n = 18 HNSCC erfüllt (Ausfallrate: 63 %), so dass diese in die Auswertung einbezogen werden 
konnten. Parallel erfolgte die Qualitätskontrolle mit KB-Zellen im MTT gemäß FLAVINO-
Protokoll [57]. Der Interaktionsmodus der Substanzkombinationen wurde nach Kalkulation 
des Interaktions-Quotienten q entsprechend dem Modell der unabhängigen Wirkung zweier 
Pharmaka in binärer Kombination bestimmt und deren Bewertung entsprechend der von Jin 
publizierten Intervallgrenzen vorgenommen [59].  
Die Voruntersuchungen zeigten signifikante Dosis-abhängige antineoplastische Effekte 
sowohl von Cyc auf die Zelllinie KB, als auch von Sim auf KB, FaDu und HN-5 Zellen. Nach 
sechstägiger Inkubation sank der MTT-Umsatz ab einer Cyc-Konzentration von 500 nM 
signifikant im Vergleich zur Kontrolle mit 0,1 % Ethanol (p < 0,05). Sim reduzierte Dosis- und 
Zeit-abhängig die Viabilität von KB-Zellen signifikant nach drei Tagen bei CSim = 0,15 µM 
(p < 0,05) und nach sechs Tagen bei CSim = 0,05 µM (p < 0,01). Die Qualitätskontrolle mittels 
KB-Zellen nach FLAVINO-Protokoll bestätigte jeweils die antineoplastischen Effekte. Auch die 
Stoffwechselaktivität als Maß der Anzahl von FaDu- und HN-5-Zellen wurde bei einer 
Konzentration von 50 µM um circa 25 % reduziert. In den Kombinationsexperimenten mit Cis 
bzw. DTX wurde eine Verstärkung der antineoplastischen Effekte auf die Zelllinien 
gegenüber der Konzentration der Einzelsubstanz beobachtet.  
Im FLAVINO-Assay primärer HNSCC unterdrückten sowohl Cyc als auch Sim die 
Koloniebildung epithelialer Zellen jeweils in 18/18 HNSCC signifikant und in Abhängigkeit von 
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der Dosis auch bei der geringsten eingesetzten Konzentration. Bei einer Cyc-Konzentration 
von 0,5 µM wurde die Koloniebildung im Median auf 50 % (p = 8,2 × 10-12) im Vergleich zur 
Kontrolle mit 0,1 % Ethanol reduziert. Sim führte bei gleicher Konzentration von 0,5 µM zu 
einer Unterdrückung epithelialer Kolonien auf 45 % (p = 3,8 × 10-18). Im direkten Vergleich 
wurde die Koloniebildung bei gleicher Konzentration durch Sim etwas stärker supprimiert, 
was die Beobachtungen aus den Experimenten mit den Zelllinien bestätigte. Tolerierbare 
Konzentrationen von Cis (CCis ≤ 6,67 µM) oder DTX (CDTX ≤ 550 nM) zeigten ebenfalls eine 
signifikante Dosis-abhängige Wachstumshemmung. Bei der Analyse des Interaktionsmodus 
wirkten alle untersuchten Kombinationen zum größten Teil additiv im Sinne eines 
voneinander unabhängigen Wirkmechanismus auf primäre HNSCC. Der Anteil der Additivität 
betrug für Cyc+Cis 70,8 %, für Cyc+DTX 75,5 %, für Sim+Cis 75,5 % und für  Sim+DTX 77,8 %. 
Vor allem bei niedrigen Konzentrationen der jeweilig interagierenden Substanzen wurden 
verstärkt Effekte beobachtet, die am ehesten im Sinne eines funktionellen Antagonismus zu 
beschreiben sind, was in bis zu 10 von 18 HNSCC (56 % bei CCyc = 50 nM in Kombination mit 
CCis = 1,667 µM) der Fall war. Synergistische Effekte wurden nur in Einzelfällen gefunden. Im 
Rahmen dieser Analysen konnten mit Fallzahlen n > 15 statistisch sichere Aussagen über die 
Effektivität der verwendeten Substanzen auf primäre Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome ex 
vivo im FLAVINO-Assay getroffen werden. 
Die Ergebnisse bestätigen eine bedeutsame Überexpression des HhP in den analysierten 
HNSCC sowie die antineoplastische Wirkung einerseits des spezifischen HhP-Antagonisten 
Cyc, sowie andererseits auch des Cholesterolsynthese-Inhibitors Sim allein und (additiv den 
Effekt verstärkend) in Kombination mit den Leitlinien-Therapeutika Cis oder DTX auf primäre 
HNSCC im FLAVINO-Assay. Weitere präklinische und klinische Studien zur zielgerichteten 
Therapie des HhP in HNSCC erscheinen wegen der toxischen Effekte insbesondere von Cyc 
stattdessen mit human besser verträglichen Substanzen empfehlenswert. Die Wirksamkeit 
von Sim auf HNSCC sollte in prospektiven klinischen Studien analysiert und bestätigt werden. 
Möglicherweise kann Sim dann zukünftig einen Beitrag zur Tumortherapie im Rahmen 
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